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« Dispositif pour I'analyse d'un echantillon notamment par 

cytometrie de flux» 
L'invention conceme les dispositifs d'analyse d'un echantillon, 

notamment par cytometrie de flux. 

La cytometrie de flux est aujourd'hui couramment utilisee dans des 
domaines varies (medecine, agroalimentaire, biotechnologies, 
5 environnement) pour I'analyse de differents composes tels que des cellules, 
des macromolecules, etc. La cytometrie de flux peut par exemple etre mise 
en ceuvre de la facon suivante. 

Les cellules (particules) a analyser sont centimes par un systeme de 
veine liquide dans I'axe d'un jet liquide. Elles passent individuellement, a 
10 raison de quelques milliers par seconde, au travers d'un rayon laser focalise 
sur I'axe du jet et induisent ainsi un certain nombre de signaux lumineux. 

Des systemes optiques appropries recuperent la lumiere laser 
diffusee dans un angle solide entre 0,5° et 15° (scatter axial) et la lumiere 
emise perpendiculairement au jet et au rayon laser (scatter perpendiculaire, 
15 fluorescences). Un ensemble de miroirs et de filtres optiques permet de 
decomposer les signaux collectes selon leur longueur d'onde (par exemple 
fluorescences verte et rouge de I'orange d'acridine). Les signaux optiques 
transform^ en signaux electriques par des photodetecteurs sont trait6s 
dans des circuits electroniques specialises qui assignent a chaque cellule les 
20 intensites des signaux emis. Des distributions de frequence mono- ou multi- 
dimensionnelles (histogrammes) donnent la repartition de la population de 
cellules analysee. 

Un dispositif de ce type est par exemple decrit dans le document 
FR-2 325 038. 

25 En vue de rendre plus souple I'utilisation de cette technique, il existe 

maintenant des dispositifs jetables ayant presque le format d'une carte de 
credit et adaptes a recevoir un echantillon a analyser. Un tel dispositif peut 
etre recu de facon amovible dans un appareillage qui comprend la source 
lumineuse, les organes optiques et les moyens d'analyse des rayons 

30 lumineux emis par I'echantillon, ainsi que le systeme de fluide apte a 
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entrainer rechantillon. Le systeme se connecte a la carte pour entrainer 
rechantillon a travers une fenetre d'analyse de celle-ci. 

Certaines de ces cartes amovibles ont toutefois pour inconvenient 
que la quantite de la lumiere collectee pour I'analyse est tres interieure £ 
5 celle collectee dans un dispositif classique. En effet, dans ce dernier, les 
organes optiques tels que les lentilles sont gen6ralement agencies trfes pres 
de la veine d'analyse afin de collecter la plus grande quantite de lumiere 
possible, c'est-&-dire suivant un angle solide le plus grand possible autour du 
point de la veine traverse par le rayon incident. Dans une carte amovible, en 

10 revanche, le caractere amovible oblige a pr6voir un espacement minimal 
entre la veine et la lentille, ce qui entraTne une reduction de Tangle solide de 
collecte et done une collecte moins importante. 

Pour palier cet inconvenient, le document EP-1 058 939 propose 
d'integrer £ la paroi de la carte un organe optique tel qu'une lentille de 

15 collecte. Cette lentille pouvant etre dispos6e tr6s pres de la veine, la quantite 
de lumfere collectee se trouve accrue. Ce document propose 6galement 
d'integrer a la carte un element teftechissant. Un tel element peut contribuer 
£ augmenter la collecte de la lumiere. 

Un but de Tinventlon est d'accrortre encore la quantite de la lumiere 

2 0 pouvant etre collectee dans le cadre d'un dispositif d'analyse. 

A cet effet, on prevoit selon I'invention un dispositif pour I'analyse 
d'un echantillon au moyen d'un rayon lumineux comprenant un receptacle 
d'6chantillon et un miroir, le miroir presentant une discontinuite de sorte 
qu'un rayon lumineux peut traverser le miroir pour aniver jusqu'au 

25 receptacle. 

Ainsi, en ntenageant dans le miroir une discontinuite pour le passage 
du rayon incident, il est possible d'6tendre le miroir sur une grande superficie 
notamment de part et d'autre du rayon afin d'accroTtre encore la collecte de 
la lumiere. Cet avantage est particulierement utile dans les cartes d'analyse 

30 par cytometrie de flux, notamment si le miroir est integre a la carte. II est 
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6galement utile dans les systemes de cytometrie sans element amovible ou 
meme d'autres domaines que I'analyse par cytometrie. 

Le dispositif selon I'invention pourra presenter en outre au moins 
Tune des caracteristiques suivantes : 
5 - le miroir est fixe au receptacle, 

- le dispositif comprend une parol externe definissant le miroir, 

- le miroir est rapporte sur une paroi externe du dispositif, 

- le dispositif a une forme essentiellement plate, 

- le receptacle s'etend parallelement a une face principale du 
10 dispositif, le miroir s'etendant au droit du receptacle suivant une epaisseur e 

du dispositif, 

- la discontinuity se trouve au droit du receptacle suivant une 
epaisseur e du dispositif, 

- la discontinuity est dispos6e de sorte que le rayon lumineux est 
15 incline par rapport a une epaisseur e du dispositif, 

- le dispositif est agence pour qu'un fluide s'ecoule dans le 
receptacle dans un sens predetermine, la discontinue se trouvant dans une 
moitie amont du miroir par reference au sens d'ecoulement, 

- le dispositif comprend un substrat ayant une face formant le miroir, 
20 cette face etant en contact avec un milieu different de celui du substrat et 

s'etendant entre le substrat et le receptacle, 

- la face forme une cavite interne du dispositif, 

- le dispositif comprend un substrat ayant une face formant le miroir 
et s'etendant en contact avec un milieu different de celui du substrat, le 

2 5 substrat s'etendant entre la face et le receptacle, 

- le milieu est un gaz, 

- le miroir a une forme en portion de sphere, 

- le dispositif est agence pour que le rayon emerge du dispositif d'un 
cote du receptacle oppose au miroir, 

30 - le dispositif presente en outre un organe optique fix6 au receptacle, 

- le receptacle s'etend entre le miroir et I'organe optique, 
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- le dispositif comprend une paroi externe definissant I'organe 

optique, 

- le receptacle a une forme allongee, 

- le dispositif comprend un reservoir de fluide, 
5 - P6chantillon comprend un fluide, et 

- il s'agit d'un dispositif d'analyse par cytom6trie de flux. 

On prevoit egalement selon invention un ensemble pour I'analyse 
d'un echantillon comprenant un dispositif et un appareillage presentant un 
logement de reception amovible du dispositif et une source de lumfere, la 

10 source etant apte a emettre un rayon lumineux traversant le miroir pour 
arriver jusqu'au receptacle lorsque le dispositif est dans le logement. 

Cet agencement peut permettre de verifier le bon positionnement de 
la carte dans son logement en mesurant I'intensite du rayon incident 
transmis a travers la carte, qui doit etre maximale, et I'intensite du rayon 

15 reflechi par le pourtour de rorifice en direction de la source, qui doit etre 
minimale. 

Avantageusement, I'appareillage comprend des moyens d'analyse 
du rayon disposes de sorte que le dispositif s'etend entre la source et les 
moyens d'analyse lorsque le dispositif est dans le logement. 
20 Avantageusement, Tensemble comprend des moyens pour analyser 

un rayonnement provenant directement ou indirectement de la source de 
fagon a determiner si le dispositif est regu £ une position predetermin6e dans 
le logement. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront 
25 encore dans la description suh/ante de trois modes pref£r£s de realisation 
donnes & titre d'exemples non limitatife. Aux dessins annexes : 

- la figure 1 est une vue en perspective de principe d'un dispositif 
selon I'invention ; 

- la figure 2 est une vue schematique d'un ensemble selon Nnvention 
30 apte a recevoir le dispositif de la figure 1 ; 
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- la figure 3 est une vue en coupe transversale montrant la tranche 
du dispositif de la figure 1 et illustrant le premier mode pr6f6re de 
realisation ; 

- la figure 4 est une vue analogue a la figure 3 dans laquelle les 
5 elements identiques n'ont pas ete repr§sentes et illustrant le deuxieme mode 

prefer^ de realisation ; 

- la figure 5 est une vue analogue a la figure 3 illustrant le troisieme 
mode prefere de realisation ; 

- la figure 6 est une vue a plus grande echelle du detail D de la figure 

10 5 ; et 

- la figure 7 est une vue de Torgane 52 de la figure 3. 

On a illustre a la figure 1 un dispositif selon I'invention sous la forme 
d'une carte 2. Cette carte a une forme en plan g6n6ralement rectangulaire et 
pr6sente. une longueur et une largeur analogues 3 celles d'une carte de 

15 credit, chacune de Tordre de quelques centimetres. Elle presente une 
6paisseur e de I'ordre de quelques millimetres, par exemple 3 mm. Cette 
carte est de pr6ference transparente. Elle presente dans son epaisseur 
differents conduits 4 ainsi qu'un ou plusieurs compartiments 6, un ou 
plusieurs reservoirs 6, et/ou un ou plusieurs orifices 6 agences en 

20 communication de fluide mutuelle au moyen des conduits 4. La carte peut 
ainsi comprendre un ou plusieurs liquides stockes ou en circulation a 
I'interieur de la carte. Le ou les orifices de la carte permettent d'agir sur 
I'interieur de celle-ci pour introduce un liquide dans la carte, extraire un 
liquide de la carte, ou faire circuler un liquide dans la carte. La carte 

25 comprend un conduit 8 sous la forme d'un capillaire en communication avec 
les autres conduits 4. 

La carte comprend en reference a la figure 3 une paroi interne 10 et 
deux parois intermediates avant 12 et arriere 14 s'etendant de part et 
d'autre de la paroi interne 10. Cette derniere est done prise en sandwich 

30 entre les parois interm6diaires. La carte comprend en outre des parois 
extemes avant 16 et arriere 18 s'6tendant de part et d'autre du groupe des 
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trois parois 10, 12 et 14. Les cinq parois 10 a 18 ont des formes 
sensiblement identiques entre elles et correspondant generalement a la 
forme de la carte. 

En regard du caplllaire 8, les parois intermediaires 12 et 14 
5 presentent des decoupes identiques et en regard Tune de I'autre formant 
une fenetre 20 dans I'epaisseur de la carte. 

D'une facon classique et qui ne sera detaillee ici, les parois 10, 12 et 
14 sont formees par I'empilement de plusieurs feuilles presentant chacune 
des decoupes internes adaptees pour que I'empilement des differentes 

10 feuilles definisse a I'interieur de la carte les elements 4, 6, 8 et 20 precites. 
Une telle carte est connue dans son principe. 

La carte 2 est destinee a etre recue de facon amovible dans un 
appareillage 22 tel que celui illustre schematiquement a la figure 2. A cette 
fin, I'appareillage presente un logement 24 forme par des elements adapt6s 

15 26. De facon classique et connue en soi dans son principe, cet appareillage 
comprend au moins une source de lumiere 28 telle qu'une source de 
rayonnement laser, et des moyens d'analyse et de traitement 30, 52 du 
rayonnement emanant de la carte. Ces moyens comprennent classiquement 
differents organes optiques tels que des lentilles, des filtres, des miroirs, etc. 

20 ainsi que des organes aptes a convertir ces rayonnements sous forme 
electronique en vue de leur traitement. L'appareillage comprend egalement 
des moyens 32 necessaires pour assurer une circulation d'un ou plusieurs 
fluides a I'interieur de la carte. Ces moyens pourront notamment comprendre 
une ou plusieurs pompes. Une fois la carte recue dans son logement, ces 

25 moyens sont aptes a entrer en communication de fluide avec I'interieur de la 
carte au moyen du ou des orifices qu'elle presente. 

En reference a la figure 3 qui est une section perpendiculaire au plan 
general de la carte, la paroi avant 16 de la carte 2 comprend une face 
externe 34 de forme plane destinee a s'6tendre en regard de la source 28 

30 lorsque la carte est recue dans le logement 24. La face interne 36 
constituant la deuxieme face principale de cette paroi a egalement une 
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forme plane sur la plus grande partie de sa surface mais presente une 
portion spherique 38 en creux menageant une cavite 39. 

Cette portion spherique 38 s'etend en regard du capillaire 8 et en 
regard de la fenetre 20. Cette portion est recouverte par un revetement 
5 adapte tel qu'un revStement en metal de facon a former un miroir. Ce miroir 
constitue done le dioptre formant la jonction entre le materiau de la paroi 
avant 16 et I'air emplissant la cavite 39. Le miroir est forme de sorte que le 
point C du capillaire s'etendant au centre de la fenetre 20 occupe le centre 
de la sphere. 

10 Dans le present exemple, un orifice 40 est form6 dans la paroi avant 

16, dans la zone du miroir 38 s'etendant au droit du capillaire 8 suivant 
I'epaisseur e. Compte tenu de la forme du miroir, cette zone est celle de la 
paroi 16 ou son epaisseur est la plus faible. Dans I'appareillage 22, la source 
28 est positionnee de sorte que, lorsque la carte 2 est recue dans le 

15 logement 24, un rayon 42 emis par la source traverse la paroi 16 au niveau 
de I'orifice 40 pour venir intercepter le capillaire 8 au centre C de la fenetre 
20 e'est-a-dire au foyer du miroir 38. 

La paroi arriere 18 presente une face interne 44 presentant une 
protuberance 46 apte a remplir la decoupe de la paroi intermediate arriere 

20 14 correspondant a la fen§tre 20. La paroi arriere 18 presente en outre une 
face externe arriere 46. La plus grande partie de cette face est formee par 
une zone plane. Elle comprend en outre une zone spherique bombee 48 
s'etendant en saillie de la zone plane. Cette zone 48 forme une lentille 
s'etendant en regard de la fenetre et dont le foyer se trouve au point du 

25 capillaire 8 apte a recevoir le rayon incident 42. Le capillaire 8 est done 
interpose entre le miroir 38 d'une part et la lentille 48 d'autre part. La lentille 
48 est une lentille convergente. Dans le mode de realisation de la figure 3, le 
rayon incident 42 est essentiellement perpendiculaire au plan de la carte. 

L'appareillage comprend egalement des moyens tels qu'un miroir 50 

30 disposes au voisinage des moyens de traitement 30, dans le trajet du rayon 
incident 42 emis par la source 28, et aptes a devier vers un dispositif adapte 
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non illustre la fraction du rayon incident ayant traverse le capillaire sans avoir 
ete sensiblement deviee par celui-ci. En effet, cette fraction que nous 
appellerons fraction transmise ne comprend pratiquement aucune 
information exploitable et doit done etre evacuee sans gener I'analyse des 
5 autres fractions. 

En fonctionnement, lorsque la carte 2 est recue dans le logement, le 
rayon incident 42 de la source 28 traverse I'orifice 40 et vient frapper le 
capillaire 8 contenant I'echantillon en cours d'analyse au point qui 
correspond au centre du miroir 38 et au foyer de la lentille 48. 
10 La fraction transmise de ce rayon traverse la carte et est evacuee 

par le miroir 50. 

Une autre partie de ce rayon est difractee lors des interaction avec 
les particules de I'echantillon durant son passage dans le capillaire. Cette 
diffraction a lieu suivant un angle solide de quelques steradians de part et 

15 d'autre du faisceau transmis. Cette partie contient des informations 
lumineuses relatives a la taille des particules dans I'echantillon et peut done 
etre utilement analysee. Cette fraction traverse la paroi arriere 18. Les 
rayons qui la constituent sont initialement divergents. Leur orientation est 
modifiee au passage de la lentille 48 qui transforme par exemple cette 

20 fraction en un rayonnement parallele ou de divergence reduite. Sur la figure 
3, la fonction de la lentille 48 a egalement ete illustree par la fleche 48 
conformement a la symbolisation classique. L'ensemble du faisceau diffracte 
initialement suivant un angle solide faible (typiquement compris entre 0,5 et 
15 steradians) est done collects pour etre envoye aux moyens de traitement 

25 52 via le miroir 50. 

On a illustre a la figure 7 une vue de la face 53 de I'organe 52 
recevant le rayonnement.. Cette face a une forme generate circulate. Elle 
presente a mi-hauteur une barre 55 d'obscuration laser s'etendant sur toute 
la largeur de la face. Cette barre comprend des detecteurs 57 d'intensite de 

30 lumiere laser directe, ici au nombre de trois, espaces les uns de autres. 
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Une fraction du rayon incident 42 est egalement diffusee suivant un 
grand -angle solide autour du point d'incidence du rayon sur le capillaire, et 
meme le plus souvent dans tout I'espace, c'est-a-dire sur un angle solide de 
4fl steradians. Une partie de cette fraction diffusee vers la lentille emerge de 
5 la carte a travers la lentille 48 de sorte qu'elle est egalement collectee et 
envoyee vers les moyens de traitement 30. Une autre partie de cette fraction 
diffusee est orientee en direction du miroir 38 qui la reflechit au centre du 
capillaire, ce qui entrafne sa collecte par la lentille 48 puis par les moyens de 
traitement 30. Une tres grande partie du faisceau diffuse se trouve done 

1 o envoyee d irectement ou indirectement vers les moyens de traitement 30. 

Les composantes formant le faisceau diffuse pourront etre separees 
les unes des autres et mesurees par exemple a la longueur d'onde du laser 
et a la ou aux longueurs de la fluorescence caracteristiques des marqueurs 
de fluorescence utilises dans le cadre de I'analyse et resultant du passage 

15 du rayon dans le capillaire. 

L'ensemble comprenant I'appareillage 22 et la carte 2 pourra 
comprendre des organes optiques 54 disposes entre la source 28 et I'orifice 
40, par exemple des lentilles convergentes aptes a focaliser le rayon incident 
sur le capillaire. Ces organes pourront etre ou bien fixes a demeure sur 

20 I'appareillage ou bien fixes a demeure sur la carte 2 en etant integres a 
celle-ci. 

La separation des differentes composantes des faisceaux diffractes 
et diffuses pourra se faire au moyen d'organes classiques integres a 
I'appareillage tels que miroirs separateurs, filtres, reseaux ou prismes. La 

25 quantification de chaque comppsante pourra s'effectuer au moyen de 
photodetecteurs de sensibilite appropriee. 

Le miroir 38 permet de recueillir la lumiere retro diffusee et de la 
renvoyer en superposition de la lumiere diffusee directement vers la lentille, 
vers I'avant ce qui permet de doubler I'intensite du flux. 

3 o L'orifice 40 permet de donner une grande surface au miroir sans que 

le rayon incident ne constitue un obstacle. La presence de I'orifice 40 dans le 
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miroir 38 permet egalement de verifier que le positionnement de la carte 2 
dans son logement 24 est correct. En effet, on peut prevoir par exemple 
entre le miroir 50 et les moyens d'analyse 52 tel qu'illustre (ou encore au 
sein des moyens 52 eux-memes) des moyens 58 pour mesurer I'intensite du 
5 flux lumineux reflechi par le miroir 50 et recu par cet organe. On peut 
egalement prevoir au niveau de la source 28 des moyens pour mesurer 
I'intensite d'un flux lumineux constitue par la fraction du rayon incident 42 
eventuellement r§flechie par le pourtour de I'orifice 40. Lorsque le 
positionnement de la carte dans son logement est correct, le flux lumineux 

10 recu par I'organe 58 devra etre maximal tandis que le flux lumineux reflechi 
par le pourtour de I'orifice sur la source 28 sera minimal. En revanche, si le 
positionnement de la carte est errone, I'orifice 40 ne se trouve pas 
precisement en regard de la source 28. Dans ces conditions, I'intensite 
lumineuse recue par I'organe 58 n'est pas maximale tandis que I'intensite 

15 reflechie par le pourtour de Porifice vers la source n'est pas minimale. Le 
contrdle du positionnement de la carte dans I'appareillage peut 
naturellement etre automatise pour servir a un systeme d'auto optimisation. 

En I'espece, le rayon laser a au niveau du point d'illumination c en 
section une forme d'ellipse aplatie ayant un grand axe (inscrit dans le plan 

20 de la figure 3) compris entre 60 et 100 micrometres, voire entre 20 et 100 
urn, et un petit axe (perpendiculaire au plan de la figure) compris entre 10 et 
20 micrometres, voire entre 3 et 20 urn. Les cellules ou les particules faisant 
I'objet de I'analyse par cytometrie pourront avoir des dimensions comprises 
entre 0,1 et 20 micrometres. 

25 La plus grande dimension transversale du capillaire 8 traverse par le 

rayon, eventuellement son diametre s'il a une section transversale circulaire, 
pourra etre de I'ordre de 100 micrometres. II pourra plus generalement etre 
compris entre 50 micrometres et 1 millimetre. Tel qu'illustre a la figure 3, ce 
conduit 8 ici presente une section rectangulaire dans un plan perpendiculaire 

30 a son axe longitudinal. Cette section a ici une largeur comprise entre 20 et 
200 urn et une longueur comprise entre 50 urn et 1 mm. 
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Les feuilles formant I'interieur de la carte notamment formant la paroi 
10 pourront etre constitutes dans le materiau connu sous I'appellation mylar. 
Les parois intermediates et les parois externes pourront etre formees en 
verre ou en matiere plastique telle que du PMMA ou du polycarbonate. 
5 La source 28 pourra etre de faible puissance (par exemple comprise 

entre 10 milliwatts et 100 milliwatts, ou encore entre 1 mW et 25 mW), ce qui 
permet d'en reduire le cout. La faible puissance a egalement pour avantage 
de simplifier les moyens a mettre en ceuvre pour devier et absorber le rayon 
transmis (organes 50 et 58) ainsi que pour eliminer les rayons parasites 
10 eventuels. 

Dans une variante de realisation, on pourra envisager de remplir la 
cavite 39 avec un materiau presentant un indice de refraction different de 
I'indice de I'air. Ce materiau pourra par exemple etre un gel connu en lu'h 
meme pour son indice avantageux. Un tel materiau permet de favoriser 

15 I'orientation des rayons lors de leurs reflexions dans la cavite. 

On a illustre a la figure 4 un deuxieme mode prefere de realisation 
de I'invention. L 'appareillage est identique a celui du premier mode. Seul est 
modifiee la carte 102. La paroi arriere 18 a la meme forme que dans le mode 
de la figure 3. La paroi avant 116 a une forme generalement symetrique de 

20 celle de la paroi arriere 18 par rapport au plan median s'etendant dans 
I'epaisseur de la carte. En d'autres termes, la face interne 136 presente cette 
fois une protuberance venant occuper la fen§tre 20. De plus, la face externe 
134 presente une portion spherique 138 s'etendant en saillie de la zone 
plane de cette face. La portion 138 est recouverte d'un rev§tement tel qu'une 

25 metallisation apte a lui conferer des proprietes reflechissantes de fagon a en 
faire un miroir. Le miroir 138 est done form6 par le dioptre constituant la 
jonction entre la paroi 116 et I'air ambiant. Toutefois, a Nnverse de 
I'agencement du mode de realisation de la figure 3, la paroi 116 est 
interposee entre I'air ambiant et le capillaire 8 tandis que dans le precedent 

30 mode la cavite remplie d'air etait interposee entre la paroi et le capillaire. Ce 
mode de realisation differe done du precedent notamment en ce que le 
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revetement 138 s'etend cette fois a I'exterieur de la carte et non plus a 
I'interieur 

Le revetement 138 presente une discontinuite 140 au droit du point 
C du capillaire 8 occupant le centre de la fen§tre 20, suivant I'epaisseur de la 
5 carte. Cette discontinuite s'etend au meme endroit que I'orifice 40 dans le 
mode de realisation de la figure 3. 

Le fonctionnement est sensiblement inchange par rapport au mode 
precedent. Ainsi le rayon emanant de la source 28 penetre dans la carte a 
travers la zone 140 de la paroi 116 non couverte de rev§tement pour venir 

10 frapper le capillaire 8. La fraction axiale est transmise comme 
precedemment vers les organes 52 et 58. La fraction diffractee aux petits 
angles passe a travers la lentille puis est traitee par les moyens 52. Enfin, la 
fraction diffusee aux grands angles passe par la lentille et est traitee par les 
moyens 30 tandis qu'une fraction retrodiffusee traverse la paroi 116 et est 

15 reflechie par le miroir 1 38 qui comme celui du premier mode est centre sur le 
capillaire. Les rayons sont done reflechis vers le foyer de la lentille, collectes 
par celle-ci, puis traites par les moyens 30. 

Ces deux modes de realisation ont toutefois pour inconvenient que 
la fraction transmise suit le meme trajet qu'une partie significative de la 

20 fraction diffusee aux grands angles. Par consequent, eliminer la fraction 
transmise pour ne pas perturber I'analyse entrame I'elimination concomitante 
de cette partie de la fraction diffusee. De plus, des reflexions parasites du 
rayon incident sur les parois du capillaire et les parois de la carte demeurent 
dans le trajet des rayons mesures et peuvent perturber I'analyse. 

25 Le mode de realisation qui va etre decrit maintenant en reference 

aux figures 5 et 6 est a cet egard plus avantageux. 

Ce mode de realisation est tres proche du mode de la figure 4 dans 
lequel la discontinuite sur le miroir est formee par une interruption du 
revetement formant le miroir exteme. Dans ce troisieme mode de realisation, 

30 la discontinuite 240 de la carte 202 ne s'etend au droit du centre C de 
fenetre suivant I'epaisseur e mais est decalee vers un bord du miroir comme 
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le montre la figure 5. Ainsi, la drorte s'etendant depuis cette discontinuite 240 
jusqu'au centre C de la fenetre occupe par le capillaire est inclinee suivant 
un angle aigu par rapport a la direction longitudinale du capillaire. 

Dans Tappareillage, la position de la source 28 est modifiee en 
5 consequence. Cette fois, I'axe de la source est secant avec I'axe 31 des 
moyens de traitement 30 au centre c de la fenetre. La source ne s'etend plus 
directement en regard des moyens 30 ni coaxialement a ceux-ci. La source 
est disposee de sorte que, lorsque la carte est convenablement pos'rtionnee 
dans son logenient, le rayon 42 traverse la discontinuite 240 pour arriver au 

10 centre C de la fenetre dans le capillaire. De m§me, I'organe 52 destine a 
recevoir une fraction du rayon diffracte ne s'etend plus en regard des 
moyens 30 coaxialement a ceux-ci mais se trouve dans I'alignement de la 
source, de la discontinuite 240 etdu centre C de la fenetre. 

. Une zone centrale de la lentille de tres grande surface se trouve 

15 done en regard des moyens 30 sans aucun obstacle entre ceux-ci de sorte 
que tous les rayons traversant cette zone peuvent £tre recueillis pour §tre 
traites. Cet agencement permet de faire en sorte que Tangle solide 260 
correspondant a la fraction du rayon recueillie par les organes 52 et 58 
s'etend totalement en dehors de Tangle solide 262 correspondant a la 

20 fraction du rayonnement (grands angles) recueillie par les moyens 30. 

La figure 5 illustre une section de la carte dans un plan 
perpendic'ulaire au plan general de la carte. Le capillaire s'etend dans le plan 
de la section, contrairement aux cas des figures 3 et 4. On remarque sur 
cette figure que la source 28 est disposee de sorte que le rayon 42 s'etend 

25 dans ce plan. II n'est pas strictement necessaire que le rayon s'etende dans 
ce plan. Ainsi, on pourra obtenir la separation des angles solides 260 et 262 
en disposant la source 28 en dehors du plan de la figure 5 tout en prevoyant 
la discontinuite 240 au voisinage d'un bord du miroir 238. Toutefois, la 
disposition de la source 28 dans ce plan permet de recueillir une fraction 

30 importante et tres significative du faisceau diffuse et diffracte. 
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De plus, il est avantageux que I'angle a illustre sur la figure 6, forme 
entre le rayon incident 42 et I'axe 64 du capillaire, soit sensiblement inferieur 
a 90° pour faire en sorte qu'au moins une partie importante 66 du faisceau 
transmis 68 demeure piegee dans le capillaire 8 par reflexion sur la face 
5 interne du capillaire, celui-ci formant ainsi un guide d'ondes. II s'ensuit que la 
fraction 70 du faisceau transmis emergeant effectivement de la carte a une 
intensite d'autant plus reduite et est done d'autant plus facile a eliminer. Cet 
agencement permet egalement de reduire sensiblement le rayonnement 
parasite genere au cours de I'analyse. Dans le mode de realisation de la 
10 figure 5, I'angle a est egal a 45°. II sera avantageusement compris entre 30 
et 50°. 

De surcroTt, il est preferable de rapprocher la source 28 d'une partie 
amont du capillaire 8 comme illustre sur la figure 5 plutot que d'une partie 
aval de ce dernier par reference au sens d'ecoulement du fluide dans le 
15 capillaire illustre par la fleche 72. En effet, de cette fagon le rayonnement 
piege dans le capillaire est envoye vers une fraction de fluide aval qui a deja 
eteanalysee. 

Dans I'agencement contraire, une partie du rayonnement serait 
envoyee vers les fractions amont et risquerait de reagir par avance avec les 
20 fluorochromes presents dans le liquide ou autres substances destinees a 
interagir avec le rayonnement incident et par suite risquerait de fausser 
I'analyse. 

Des particules a analyser telles que des cellules ou des 
macromolecules ont ete illustrees sur la figure 6 sous la forme de billes 
25 defilant I'une apres I'autre dans le capillaire 8 conformement au principe de 
la cytometrie de flux. 

Ce mode de realisation fonctionne sensiblement comme les 
precedents. Le rayonnement incident 42 penetre dans la carte a travers la 
discontinuite 240 et arrive dans le capillaire au centre de la fenetre. Une 
30 fraction 66 du rayonnement transmis 68 reste piegee dans le capillaire tandis 
qu'une fraction 70 est traitee et eliminee par les organes 52 et 58.. Une 
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fraction diffractee 260 du rayonnement est collectee par la lentille 48 et 
regue par les moyens de traitement 52. Une fraction du rayonnement 
dlffus6e vers la lentille est regue par les moyens 30. La fraction diffus6e vers 
le miroir est reflechie par le miroir 238 au centre de la fenetre et collectee par 
5 la lentille 48 de la m§me fagon. 

Le dispos'rtif 2 pourra etre jetable et a usage unique. II pourra §tre 
fabriqu6 en grande s6rie. Le capillaire pourra §tre form6 par la superposition 
des differentes feuilles se trouvant au centre de la carte. Altemativement, il 
pourra s'agir d'un capillaire individuel, par exemple en verre ou en quartz. 

10 La carte pourra comprendre un ou plusieurs organes optiques tels 

que miroirs, lentilles, prismes, reseaux etc.... Un ou plusieurs de ces 
6l6ments pourront §tre d'une seule piece avec Tune des parois externes ou 
internes de la carte. Un ou plusieurs de ces 6lements pourront etre rapportes 
sur la carte a demeure. Dans une variante du mode de realisation de la 

15 figure 5, on pourra pr6voir un miroir adjacent a une cavite comme dans le 
mode de la figure 3. 

Le dispositif selon Tinvention permet de collecter une grande 
quantite de la lumfere 6mergeant du capillaire. Le miroir et la lentille 6tant 
fixes a demeure sur la carte dans les modes de realisation ci-dessus, leur 

20 centrage par rapport au capillaire est effectue, une bonne fois pour toutes, 
au montage. 

Dans les modes de realisation des figures 4 et 5, et en partie dans le 
mode de realisation de la figure 3, le confinement des organes optiques 
autour du capillaire sans presence d f air permet de r6duire les probtemes lies 
25 ^ la presence de poussiere parasite. 

Bien entendu, on pourra apporter a Tinvention de nombreuses 
modifications sans sortir du cadre de celle-ci. 

L'invention pourra §tre mise en ceuvre lors d'analyses menses au 
moyen de techniques autres que la cytometrie de flux. Elle pourra par 
30 exemple §tre mise en ceuvre dans le cadre d'une technique 
d'electrophorese. 
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Bien que I'on ait decr'rt les modes de realisation ci-dessus en 
reference a une source laser, le rayonnement incident pourra etre de natures 
variees. II pourra s'agir de lumiere ordinaire, de lumiere non laser, de lumiere 
non coherente, de lumiere non monochromatique, de lumiere fluorescente, 
5 ultraviolette, ou d'une onde de nature non lumineuse voire non 
electromagn6tique (onde sonore, rayonnement gamma, rayon x, ...) etc.... 

L'invention pourra §tre mise en oeuvre dans un dispositif recevant les 
echantillons de facon fixe et non pas amovible. Le fluide pourra etre statique 
plutot que mobile. Le fluide pourra etre un fluide non aqueux tel qu'un 
10 solvant ou une huile. On pourra mettre en oeuvre l'invention dans certaines 
circonstances sans presence d'un fluide. Ainsi l'invention pourra etre utilisee 
avec un capillaire comprenant un principe actif solide. 

On pourra egalement prevoir dans une variante du mode de 
realisation de la figure 3 que I'orifice 40 se trouve a proximite d'une zone 
15 amont du capillaire suivant un agencement de la source 28 semblable a 
celui de la figure 5. 

Independamment de la presence de la discontinuite, on pourra 
prevoir un dispositif tel qu'une carte, comprenant un receptacle et un miroir 
(par exemple de forme spherique) fixe au dispositif. Ce dispositif pourra 
20 comprendre en outre un organe optique tel qu'une lentille dispose de sorte 
que le receptacle s'etend entre le miroir et la lentille conform6ment aux 
modes de realisation illustres. 

25 
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REVENPICATIONS 

1. Dispositif (2 ;102 ;202) pour I'analyse d'un echantillon au moyen 
d'un rayon lumineux comprenant un receptacle d'echantillon (8) et un miroir, 

5 caracterise en ce que le miroir (38 ;138 ;238) presente une discontinuite 
(40 ;140 ;240) de sorte qu'un rayon lumineux (42) peut traverser le miroir 
pour arriver jusqu'au receptacle (8). 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que le miroir 
(38 ;138 ;238) est fixe au receptacle. 

10 3. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, 

caracterise en ce qu'il comprend une paroi externe (16 ;116) definissant le 
miroir. 

4. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que le miroir est rapporte sur une paroi externe du 

15 dispositif. 

5. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'il a une forme essentiellement plate. 

6. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le receptacle (8) s'etend parallelement a une face 

20 principale (34 ;134) du dispositif, le miroir (38 ; 138 ;238) s'etendant au droit 
du receptacle suivant une epaisseur (e) du dispositif. 

7. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que la discontinuite (40 ; 140) se trouve au droit du 
receptacle suivant une epaisseur (e) du dispositif. 

25 8. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 

caracterise en ce que la discontinuite (240) est disposee de sorte que le 
rayon lumineux (42) est incline par rapport a une epaisseur (e) du dispositif. 

9. Dispositif selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il est 
agence pour qu'un fluide s'ecoule dans le receptacle dans un sens 

30 predetermine (72), la discontinuite (240) se trouvant dans une moitie amont 
du miroir (238) par reference au sens d'6coulement. 
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10. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'il comprend un substrat (16) ayant une face (38) 
formant le miroir, cette face etant en contact avec un milieu different de celui 
du substrat et s'etendant entre le substrat (16) et le receptacle (8). 
5 11. Dispos'rtif selon la revendication 1 0, caracterise en ce que la face 

(38) forme une cavite interne (39) du dispositif. 

12. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'il comprend un substrat ayant une face (138 ;238) 
formant le miroir et s'etendant en contact avec un milieu different de celui du 

10 substrat, le substrat (116) s'etendant entre la face (138 ;238) et le receptacle 
(8). 

13. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 10 ou 12, 
caracterise en ce que le milieu est un gaz. 

14. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 13, 
15 caracterise en ce que le miroir (38 ; 138 ;238) a une forme en portion de 

sphere. 

15. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il est agence pour que le rayon (42) emerge du 
dispositif d'un c6t6 du receptacle (8) oppose au miroir (38 ;138 ;238). 

20 16. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, 

caracterise en ce qu'il presente en outre un organe optique (48) fixe au 
receptacle. 

17. Dispositif selon la revendication 16, caracterise en ce que le 
receptacle (8) s'etend entre le miroir (38 ;138 ;238) et I'organe optique. 
25 18. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 16 ou 17, 

caracterise en ce qu'il comprend une paroi externe (18) definissant I'organe 
optique (48). 

19. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 18, 
caracterise en ce que le receptacle (8) a une forme allongee. 
30 20. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 19, 

caracterise en ce qu'il comprend un reservoir de fluide (6). 
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21. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise en ce que I'echantillon comprend un fluide. 

22. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 21, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un dispositif d'analyse par cytometrie de flux. 

5 23. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 22, 

caracterise en ce qu'il s'agit d'un dispositif microfluidique. 

24. Ensemble pour I'analyse d'un echantillon comprenant un 
dispositif (2 ;102 ;202) et un appareillage (22) presentant un logement (24) 
de reception amovible du dispositif et une source de lumiere (28), 

10 caracterise en ce que le dispositif est conforme a I'une quelconque des 
revendications 1 a 23, la source etant apte a emettre un rayon lumineux (42) 
traversant le miroir (38 ;138 ;238) pour arriver jusqu'au receptacle (8) lorsque 
le dispositif est dans le logement. 

25. Ensemble selon la revendication 24, caracterise en ce que 
15 I'appareillage comprend des moyens d'analyse (30, 52) du rayon (42) 

disposes de sorte que le dispositif (2) s'etend entre la source (28) et les 
moyens d'analyse lorsque le dispositif est dans le logement (24). 

26. Ensemble selon I'une quelconque des revendications 24 & 25, 
caracterise en ce qu'il comprend des moyens pour analyser un rayonnement 

20 provenant directement ou indirectement de la source de facon a determiner 
si le dispositif est recu a une position predeterminee dans le logement. 



25 
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Base de donnees electronlque consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Vindication des passages pertinents 



no. des revendlcations visees 



US 4 702 598 A (BOEHMER RALPH M) 
27 octobre 1987 (1987-10-27) 



colonne 1, Hgne 5 -colonne 1, Hgne 24 
colonne 2, ligne 38 -colonne 3, Hgne 12 
colonne 3, ligne 44 -colonne 4, ligne 22 



1-4,6,7, 

19-22,24 

5,10-14, 

16,18, 

23,25 



figures 1-6 

US 4 189 236 A (BRUNSTING ALBERT 
19 fevrier 1980 (1980-02-19) 



ET AL) 



colonne 2, ligne 59 -colonne 2, ligne 68 
colonne 5, ligne 21 -colonne 7, ligne 20 
figures 1-10 

-/-- 



1-4 

12,13, 
16,18,25 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories speciales de documents cites: 

'A* document definissant fetal general de la technique, non 

considere comme partlcuiierement pertinent 
•E' document anterieur, mais publie a la date de depot International 

ou apres cette date 
*L' document pouvant Jeter un doute sur une revendication de 

priorlte ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'incflquee) 
■O* document sereferant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
■P B document publie avant la date de depdt International, mals 

posterieurement a la date de priorlte revendiquee 



T document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorlte et n'appartenenant pas a Fetal de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorte constituent la base de Invention 

■X' document partlculierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
aire consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actwite 
inventive par rapport au document considere isolement 

'Y* document partlculierement pertinent; Hnven tlon revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une actlvlte inventive 
iorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette comblnalson etant evldente 
pour une personne du metier 
document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectlvement achevee 

7 janvier 2003 



Date d'expedition du pr6sent rapport de recherche Internationale 

14/01/2003 



Nom et adresse postale de I'admlnlstration charges de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818Patentlaan 2 
NL-2280 HVRijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Koch, A 



Formulate PCT/lSA/210 (deuxlfeme teullle) Guiltet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



•nande Internationale No 

PCT/FR 02/02791 



C^sulteX DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorle e Identification des documents cites, avec,!e cas echeant, rindicatlondes passages pertinents 



no. des revendlcationsvlsees 



Y 
Y 



EP 1 058 939 A (CALIPER TECHN CORP) 
13 decembre 2000 (2000-12-13) 
cite dans la demartde 
& US 6 100 541 A (NAGLE ET AL.) 
8 aoQt 2000 (2000-08-08) 
colonne 5, Hgne 55 -colonne 6, Hgne 54 
figures 1-4 

US 3 989 381 A (FULWYLER MACK J) 
2 novembre 1976 (1976-11-02) 
colonne 3, ligne 38 -colonne 3, ligne 61 
colonne 4, Hgne 45 -colonne 4, ligne 59 
figures 1,2 



5,10-13, 
23 

5,10-13, 
23 
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Formulate PCT/1SA/210 (suite (to la deuxieme feullle) (juillet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Re ns eigne merits relatlfs aux membres de families de brevets 



nande Internationale No 

PCT/FR 02/02791 



Document brevet cite 
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A 
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CA 


1126977 Al 
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DE 
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FR 
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19-10-1979 






• 


GB 


2016734 A 


26-09-1979 








JP 


54130186 A 


09-10-1979 




A 
M 


10 It. C.UVJU 


US 


6100541 A 


08-08-2000 








AU 


747642 B2 


16-05-2002 








AU 


2873899 A 


15-09-1999 








CA 


2321718 Al 


02-09-1999 








EP 


1058939 Al 


13-12-2000 








US 


2002092973 Al 


18-07-2002 








M0 


9944217 Al 


02-0Q-1QQQ 








US 


6316781 Bl 


13-11-2001 


US 3989381 


A 


. 02-11-1976 


DE 


2619675 Al 


18-11-1976 








FR 


2325038 Al 


15-04-1977 








OP 


51136475 A 


25-11-1976 



Fomiulalre PCT/ISA/210 (annexe families de brevets) (julllet 1 992) 



